ESTUDIO PROSPECTIVO DE LA FASCIOLA HEPATICA
EN BOVINOS LECHEROS EMPLEANDO METODOLOGIAS SEROLOGICAS

RESUMEN

Se realizé un estudio sero-
epidemiolégico prospectivo de la
facioliasis bovina en explotacio-
nes’lecheras del altiplano frio utili-
zando la técnica de Hemaglutina-
cién pasiva, determinando el com-
portamiento de la enfermedad en los
diferentes grupos etareos de seis
unidades ganaderas, identificando
4reas y grupos con mayor reactivi-
dad y estableciendo las relaciones
entre dicha reactividad y algunas
variables medioambientales.

El estudio mostré6 como los
titulos ya sea por grupo etéreo,
finca o zona, se modifican de
acuerdo con la época del mues-
treo y que el patron es diferente
para cada finca a pesar de encon-
trarse en una misma zona. Se de-
terminé una relacion directa de la
reactividad con la precipitacién e
indirecta con el brillo solar (P). Se
recomienda continuar con este
tipo de estudios y con la bisque-
da de pruebas diagnésticas sensi-
bles y amigables.

INTRODUCCION

La Fasciola hepética es un paré-
sito que afecta a una amplia varie-
dad de huéspedes entre los que se
encuentran los bovinos, ovinos,
caprinos, equinos, suinos, cone-
jos, caninos, felinos y ocasional-
mente el humano (Acha, Szyfres,
1986; Arriaga y col., 1983; Arro-
yo, Ronald, 1986; Carpenter,
1982; Farrec y col., 1981; Jubb y
col., 1985).
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La enfermedad es de presen-
tacion mundial (Acha, Szyfres,
1986; Arriaga y col., 1983; Arroyo,
Ronald, 1986; Jubb y col., 1985).
En Colombia se encuentra dis-
tribuida principalmente en los depar-
tamentos de Cundinamarca, Boya-
cd, Narino y parte de los San-
tanderes. Se presenta con menor
frecuencia en algunas zonas de An-
tioquia, Viejo Caldas, Cauca, Valle
del Cauca, Tolima, Huila y Meta
(Griffits y col., 1982).

El diagnéstico de la fascioliasis
se realiza basicamente mediante
su confirmacién por examen co-
proldgico, dicho procedimiento
presenta algunas limitantes re-
lacionadas con la exactitud del
método, especialmente cuando el
parasito presenta migracion ex-
traintestinal, lapso durante el cual
las formas migratorias causan
graves dafos pero no producen
huevos detectables en la materia
fecal. Por lo anterior, los pro-
cedimientos serolégicos presen-
tan ventajas comparativas ante la
posibilidad de detectar precoz y
especificamente, los anticuerpos
que el huésped forma contra di-
cho parésito.

Las limitaciones propias del
diagnéstico coprolégico han
hecho que éste sea utilizado tan
sélo en casos clinicos, por lo cual
ha faltado un oportuno cono-
cimiento del verdadero estado de
la enfermedad a nivel poblacional,
lo cual facilitaria el planteamiento
de medidas racionales y eficien-
tes de prevencion y control.

Aunque los métodos serol6gi-
cos han sido evaluados y re-
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comendados en otros paises (Doy,
Hughes, 1984; Espitia, Mora,
1989; Griffits y col., 1982), el pri-
mer estudio sobre normalizacién
de una técnica serolégica (He-
maglutinacién Pasiva) lo realizaron
en nuestro pais Carrion y Recalde
en 1987. Posteriormente se desa-
rroll6 un estudio comparativo entre
la técnica de Inmunoensayo en
Capa Delgada y el diagnéstico co-
prolégico (Gémez y col., 1978). La
alta sensibilidad de las dos pruebas
serolégicas antes mencionadas
con relacién a la prueba copro-
légica, asi como una especificidad
casi igual a la técnica de Dennis,
permitieron recomendar dichos
procedimientos serolégicos, como
pruebas de eleccién en el diag-
néstico de la fascioliasis bovina
(Herbert, 1967).

El objetivo central de la pre-
sente investigacién fue el de de-
terminar mediante el empleo de la
prueba de Hemaglutinacién Pasi-
va, el comportamiento inmunolé-
gico de poblaciones bovinas endé-
micas a la fasciolasis durante un
ano de seguimiento.

Correlacionando dicho compor-
tamiento con factores medio am-
bientales, proyectando el compor-
tamiento de la enfermedad y faci-
litando en parte el futuro disefio de
programas de prevencion y control
del parésito en nuestro pais.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de fincas y grupos etdreos

Con base en un diagnéstico
serolégico previo de explotacio-
nes ubicadas en dreas planas y

con mal drenaje, se seleccionaron
8 fincas lecheras del altiplano frio,
de las cuales 7 correspondieron a
fincas endémicas y 1 negativa a
la enfermedad.

Los predios se distribuyeron
asi: 2 en Ubaté, 3 en Guachetd,
1 en Cucunuba y 1 en Cajica; la
finca negativa estuvo localizada
en Mosquera (Tabla 1).

Las ocho fincas objeto del es-
tudio, tuvieron un rango pobla-
cional de 101 a 231 animales para
un total de 1223 cabezas de laraza
holstein. Teniendo en cuenta as-
pectos relacionados con disponi-
bilidad de recursos humanos, fisi-
cos y econémicos, se decidi6 estu-
diar 219 bovinos (terneras, novillas
y vacas) los animales se seleccio-
naron proporcionalmente de acuer-
do con el nimero de los mismos en
cada explotacion y se muestrearon
cada 2 meses.

Toma de muestras

El seguimiento se realizé entre
los meses de octubre de 1989 a
septiembre de 1990, para lo cual
se efectuaron 6 sangrias bimen-
suales a los bovinos selec-
cionados.

Se analizaron 1223 muestras
cuya distribucién de acuerdo al
grupo etareo fue la siguiente:
14.96% para terneras, 11.04%
para novillas y 74.0% para vacas.

Preparacion del antigeno somatico

Se preparé a partir de F. hepati-
cas, procedentes de higados de-
comisados en el matadero de Zi-
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TABLA 1
NUMERO DE ANIMALES POR FINCA,
TOTAL DE LOS MISMOS EN LA POBLACION ANALIZADA
Y DISTRIBUCION PROPORCIONAL DE LA MUESTRA ESTUDIADA
FINCA TOTAL/ANIMALES MUESTRAS/MES

1 Cucunaba 155 30
2 Ubaté 1 118 20
3 Ubaté 2 166 30
4 Guacheta 1 231 40
5 Guachet4 2 162 28
6 Guachets 3 101 17
7 Cajicé 138 27
8 Sibaté 152 27

TOTAL 1223 219

paquird. Los parésitos obtenidos
fueron congelados a-70°C hastala
preparacion del antigeno. En el mo-
mento de la descongelacién, las
fasciolas fueron tratadas = con
Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride
(PMSF) (Gémez y col., 1978), liofi-
lizadas, trituradas en mortero esté-
ril y tratadas con acetona. El polvo
desengrasado obtenido se resus-
pendié.en PBS pH 7.2 y se centri-
fugé a 25.000 rpm/30’, recogién-
dose el sobrenadante al que se le
determind la concentracién de pro-
tefna por el método de Lowry.

Prueba de hemaglutinacion pasiva

Los sueros fueron evaluados
por la'prueba de Hemaglutinacién
Pasiva, segin metodologia des-
crita por Carpenter y por Morilla
(Basto, Pachén, 1984; Farrec y
col., 1981):

Como soporte para el an-
tigeno, se utilizaron glébulos rojos
de cabra tratados en férmol (Car-
penter, 1982) para garantizar una
mayor conservacion. Los glébulos
rojos formolizados fueron tratados
con acido tanico y posteriormente
puestos en contacto con una dilu-
cién éptima del antigeno somatico
de F. hepdtica. Los sueros a eva-
luar, se inactivaron a 566°C/30" y.se
absorbieron con glébulos rojos, an-
tes de la realizacion de la prueba.

Se emplearon cajas de mi-
crotécnica de 96 pozuelos con
fondo en U, realizando diluciones
en base dos de los sueros
problema y adicionando los glébu-
los rojos sensibilizados con el an-
tigeno de F. hepética a cada una
de las diluciones, teniendo con-
troles negativos (suero de conejo)
y positivos (suero hiperinmune).
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Después de incubar 2 horas a
temperatura ambiente se hizo la
lectura, considerandose la forma-
cién de malla en el pozuelo como
un resultado positivo y la forma-
cién de botén un resultado nega-
tivo (Doy, Hughes, 1984; Farrec
y col., 1981).

Anilisis estadistico

Se empled estadistica descrip-
tiva (promedios, proporciones y
porcentajes) (Jiménez, Clavijo,
1990). Los datos serolégicos se
correlacionaron con las variables
medio ambientales para cada una
de las fincas, utilizando los pro-
cedimientos descritos por (Bailey,
1981) los cuales estan incluidos
en las subrutinas del programa
PANACEA (Garrido, Segura,
1990), con el cual se llevaron a
efecto los andlisis.

Cada explotacién tuvo un
andlisis individual a nivel pobla-
cional y uno particular como finca.

RESULTADOS

Resultados de laboratorio

Se establecié que el tiempo de
maduracién ideal que necesitan
los glébulos rojos de cabra para
lograr la obtencion de resultados
adecuados en la prueba de Hema-
glutinacién Pasiva es de 26 dfas.
Los glébulos rojos con menor tiem-
po, pueden ocasionar la presen-
tacion de titulos mdas bajos en
sueros positivos y falsos positivos
con sueros negativos.

Los glébulos rojos de cabra se
probaron con diferentes concen-
traciones de &cido ténico, estable-
ciéndose que la dilucién que daba
el mayor titulo hemaglutinante fue

la de 1:20.000; ademas, cuando
los glébulos rojos de cabra eran
tratados con formol al 3% se lo-
graba que los glébulos rojos sen-
sibilizados con el antigeno, fueran
estables hasta por 18 dias.

La utilizacién del PMSF en el
proceso de produccién del an-
tigeno somatico de F. hepatica,
mejoré su concentracién y por
tanto su calidad, encontrandose
17.6 mg/ml de proteinas, la cual
fue mayor con relacién a ensayos
previos (14 y 16 mg/ml, Carrion
y Espitia respectivamente), y tam-
bién se logro un titulo mayor del
antigeno, comparado con en-
sayos previos usando sueros con-
troles de resultado conocido.

Resultados de campo

Dinamica serolégica en las fin-
cas de acuerdo al muestreo. Como
criterio diagnéstico, fruto de obser-
vaciones con sueros conocidos de
campo, para evaluar los resultados
obtenidos a la prueba soroldgica,
se establecié que aquellos sueros
con titulos hemaglutinantes igua-
les o mayores a la dilucién 1:16,
eran reactores a F. hep4tica.

Durante el afio de seguimiento,
se observé un aumento en los titu-
los seroldgicos de los animales
reactores a través del tiempo.
Para los meses de abril a junio, se
establecieron los mayores titulos,
notandose un descenso para la
dltima toma de muestras en el mes
de septiembre (Tabla 2 y Figura 1).

Al observar el comporta-
miento individual por finca y por
muestreo, se noté que tanto en
las fincas 1y 2 de Ubaté como en
las 1 y 2 de Guacheta, no hubo
reactividad al comienzo del en-
sayo. Para el mes de diciembre
hubo un incremento en la reactivi-

dad de la mayoria de las fincas,
con excepcion de la ubicada en
Cucunaba y la finca de Ubaté.
Luego del pico detectado entre los
muestreos de abril-junio (50. y 60.
muestreo), se observé un descen-
so en las fincas de Ubaté 1y 2,
Guachetd 1 y 2, mientras que las
fincas Guacheta 2 y Cajica fueron
estables a través del tiempo del
estudio, determinando un com-
portamiento endémico. La finca
ubicada en Sibaté fue negativa
durante todo el afio de muestreo
(Tabla 2).

Dinamica serolégica y reactivi-
dad en grupos etéareos. La mayor
reactividad a nivel de grupos
etdareos se presenté en el grupo
terneras (49.2%), disminuyendo
en los otros dos grupos: novillas
(45.19%) y vacas (37.35%)
(Figura 2).

Evaluando de forma relativa,
los reactores totales por grupo
etareo y por finca, se encontré que
en el grupo terneras, el méas alto
porcentaje lo tuvo la finca de Cajica
(31.88%) y el mas bajo la finca
localizada en Cucunubd (0.65%);
el grupo de las novillas a nivel de
finca mantuvo una baja reactivi-
dad, mientras que las vacas tu-

vieron una reactividad relati-
vamente alta entre 13.55%
(Cucunabd) y 44.2% (Cajica)
(Tabla 3).

Relacién entre dindmica se-
rolégica y factores ambientales.
Los titulos serolégicos por zona
se modificaron de un muestreo a
otro, lo cual est4 relacionado con
alteraciones ambientales, en es-
pecial con el brillo solar y precipi-
tacién, siendo esta relacion mas
marcada en las zonas del Valle de
Ubaté y de Cajica (Figura 3).

TABLA 2
ANIMALES REACTORES POR FINCA A LA PRUEBA
DE HEMAGLUTINACION PASIVA, EN LAS SANGRIAS MENSUALES

FINCA OCT./89 | DIC./89 | FEB./90 | ABR.]90 | JUN.]S0 | SEP./90
Cucunabi 1 1 3 4 9 7
Ubaté 0 0 7 7/ 4 &
Ubaté 2 0 14 18 18 18 16
Guachetd 1 0 7 12 22 29 24
Guacheta 2 0 13 22 24 20 12
Guachetd 3 10 11 11 10 9 12
Cajica 120 17 17 18 19 20
Sibaté 0 0 0 0 0 0
TOTAL 31 63 90 103 108 94
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FIGURA 2. Dindmica serolégica presentada en los grupos etéreos del estudio.

Estadisticamente se encontré
que la reactividad estd re-
lacionada directamente y su cor-
relacién es altamente significativa
(P) con: la precipitacién promedio

mes, dias promedios de precipi-
tacién y nimero de muestreo.

Igualmente se encontré una
relacién inversa y una correlacién
estadistica altamente significa-
tiva (P) con el brillo solar promedio

TABLA 3
DISTRIBUCION POR FINCAS, DEL PORCENTAJE
DE ANIMALES REACTORES* TOTALES POR GRUPO ETAREO

FINCA TERNERAS NOVILLAS VACAS TOTAL
% % % %
Cucunabé 0.65 1.94 13.55 16.14
Ubaté 1 0.85 0.00 16.95 17.80
Ubaté 2 3.01 5.42 43.98 52.41
Guacheté 1 1.73 8.66 39.83 50.22
Guachetd 2 15.43 6.79 25.93 48.15
Guachetd 3 9.90 11.88 23.76 45.54
Cajicé 31.88 4.35 44.20 80.43
Sibaté 0 0 0 0

* Animales con titulos = 1:16.
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mes (Tabla 6). Con otros factores
ambientales como temperatura
promedio mes, humedad relativa
promedio mes y la edad al mues-
treo y grupo etéreo, larelacion (di-
recta o inversa) y correlacion
estadistica, tuvieron bajos niveles
de significancia (P).

DISCUSION

Resultados de Laboratorio

La observacién periédica de los
glébulos rojos de cabra, establecié
que éstos podian aumentar su vida
media a 26 dias, lo que estd en
desacuerdo con otros autores que
han normalizado la prueba, quienes
garantizan un perfodo de vida me-
dia hasta de 4 dias (Bennett y col.,
1982; Bulding, Anderson, 1984;
Carpenter, 1982).

Aunque se establecié una dilu-
cion ideal de acido tanico, para el
desarrollo del presente trabajo, los

autores estan de acuerdo con Car-
penter y Hebert (Basto, Pachdn,
1984; Carpenter, 1982) quienes
estiman que cada lote de &cido
tdnico, debe ser evaluado antes
del montaje de la prueba.

El tratamiento previo de las fas-
ciolas con PMSF, posiblemente
mejoro la calidad del antigeno, por
su capacidad de inhibicién de pro-
teasas, mejorando la estabilidad
del extracto del parasito. Rivera re-
comienda el uso del PMSF en la
preparacion de antigenos secreto-
rios-excretorios del parasito (Grif-
fits y col., 1982).

Resultados de campo

Al comparar la dindmica se-
rolégica de las fincas con relacién
al muestreo realizado, se observa
que los titulos se incrementan en-
tre muestreos, observandose que
existen fincas y épocas determi-
nadas para la presentacién de la
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enfermedad, teniendo un compor-
tamiento diferente a pesar de su
ubicacién en una misma zona, de-
pendiendo la reactividad de con-
diciones particulares para cada
finca, lo cual podria relacionarse
con factores topogréficos, ambien-
tales y de manejo, que favorecerfa
la manifestacién de la enfermedad
coincidiendo con lo reportado por
(Borcher, 1975; Arriaga, 1983;
Acha, 1986; Ruiz, 1986; Blood,
1988 y Soulsby, 1990).

El aumento gradual de los an-
ticuerpos en el tiempo y las
variaciones en titulos, probable-
mente esta relacionado con carga
parasitaria, tiempos de infeccién y
cambios antigénicos presentados
por el parésito durante su desarro-
llo, lo que implicaria una respuesta
inmunolégica inadecuada en el pro-
ceso de infestacién, coincidiendo
esta apreciacién con lo reportado en
otras investigaciones (Arriagay col.,
1983; Carballo y col., 1977; Out-
teridge, 1989; Ruiz y col., 1986;
Soulsby, 1990; Tizard, 1990).

La alta reactividad serolégica
en una de las fincas (Cajicd), junto
con titulos altos encontrados en
ese predio (informacién no pre-
sentada), puede estar asociada a
condiciones de manejo y carac-
teristicas topograficas de Ila
misma, que llevan a una cons-
tante infestaciéon y podrian pro-

ACHA, P. N. & SZYFRES, B.
(Zoonosis 'y enfermedades
transmisibles comunes al
hombre y a los animales, 2a.
Ediciéon, Washington D.C.,
0.P.S.-0.M.S. pp. 689-696.
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un antigeno somatico y uno
metabdlico de Fasciola hepé-
tica en diferentes pruebas in-
munolégicas para el diag-
néstico de la Fascioliasis en
bovinos. Tec. Pec. Mex. 44:
41-50, 1983.

ARROYO, R. A. & RONALD, P. J.
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ducir  alteraciones hepéticas.
(Bulding, Anderson, 1984; Car-
ballo y col., 1977; Doy, Hughes,
1984; Soulsby, 1990; Symonds
y col., 1983).

Las terneras presentaron la
mayor reactividad serolégica a la
enfermedad y est4 relacionada
con la alta reactividad en el grupo
de novillas. Este comportamiento
puede estar asociado con la apa-
ricién de una nueva situacién (la
prefiez) en ese grupo etéreo, es-
tableciéndose un estado de estrés
y de sobrecarga parasitaria. Con
las vacas portadoras se puede dar
la continuacién del ciclo de infes-
tacién, debido a que sin sufrir
dafno aparente, es una fuente de
infeccion tanto prenatal como
para los nuevos nacimientos
(Acha, Szyfres, 1986; Blood y
col., 1988; Borchert, 1975; Herd,
1986; Jubb y col., 1985; Smyth,
1965; Soulsby, 1990).

La no reactividad de la finca de
Sibaté estéa relacionada con con-
diciones ambientales y ecolégicas
de esa zona, que no permite la
presentacion de la enfemedad
(Carballo y col., 1977; Gémez y
col., 1978).

Larelacién encontrada entre la
reactividad seroldgica y los fac-
tores ambientales (precipitacion y
brillo solar) puede estar determi-
nada por la accién directa que

esos factores tienen sobre la vi-
talidad, eclosion y diseminacién
de las formas infestantes del par4-
sito y sobre el desarrollo de los
huéspedes intermediarios, lo que
esta de acuerdo con otros inves-
tigadores que asocian presen-
tacion de la enfermedad, con fac-
tores climaticos, especialmente
presentacién de lluvias (Blood y
col., 1988; Borchert, 1975; Herd,
1986; Jubb y col., 1985).

La alta reactividad encontrada
en el estudio (39.98%), contrasta
con otros estudios realizados en
el pais. Para Garrido y Segura
(Garrido, Segura, 1990) en una
evaluacidn de los Valles de Ubaté
y Cundinamarca fue del 6.68%;
Basto y Pachén (Basto, Pachén,
1984), en estudios hechos en la
provincia de Sumapaz encon-
traron un 6.42% e Hidalgo y Pa-
tifio, citados por (Garrido, Segura,
1990) establecieron una preva-
lencia del 23.96% para el 4rea ru-
ral de Pasto (Narifio). Es impor-
tante destacar que esos hallazgos
fueron hechos por la técnica co-
prolégica de Dennis.

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

La prueba serolégica de HlI
constituye una herramienta Gtil en
el diagnéstico poblacional y el indi-
vidual de la enfermedad. El pano-
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